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(57) Abstract 

The invention relates to the use of a compound containing inactivated influenza virus antigen and aluminium as adjuvant, for the 
preparation of an influenza virus vaccine for nasal or oral administration for the prophylaxis of influenza virus infections. Said vaccine is 
especially suitable for inducing a mucosal IgA immune response and systemic IgG immune response. 



(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung bctrifft die Verwendung einer Zusammensetzung, enthaltend inaktiviertes Influenzavirus-Antigen und Aluminium 
als Adjuvans zur Herstellung einer Influenzavirus-Vakzine zur nasalen oder oralen Verabreichung zur Prophylaxe gegen Influenza- 
vinis-Infektionen. Insbesondere ist die Vakzine dazu geeignet, die mukosale IgA- und systemische IgG-Immunantwort zu induzieren. 



<WO_0047222A?_L> 



LEDIGUCH ZUR INFORMATION 



Codes zur Identifiziening von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfbogen der Schriften, die intemationale Anmeldungcn gcmSss dem 
PCX veroffentlichen. 



AL 


Albanien 


ES 


Spanien 


LS 


Lesotho 


SI 


Slowenien 


AM 


Armenien 


FI 


Finnland 


LT 


Litauen 


SK 


Slowakei 


AT 


Osterrcich 


FR 


Frankreich 


LU 


Luxemburg 


SN 


Senegal 


AU 


Australien 


GA 


Gabun 


LV 


Lettland 


SZ 


Swasiland 


AZ 


Aserbaidschan 


GB 


Vercinigtes Kanigreich 


MC 


Monaco 


TD 


Tschad 


BA 


Bosnien-Hcrzegowina 


GE 


Georgicn 


MD 


Republik Moldau 


TG 


Togo 


BB 


Barbados 


GH 


Ghana 


MG 


Madagaskar 


TJ 


Tadschikistan 


BE 


Belgien 


GN 


Guinea 


MK 


Die ehemalige jugoslawische 


TM 


Turkmenistan 


BF 


Buikina Paso 


GR 


Griechenland 




Republik Mazedonien 


TR 


TQrkei 


BG 


Bulgarien 


HU 


Ungam 


ML 


Mali 


TT 


Trinidad und Tobago 


BJ 


Benin 


IE 


Trland 


MN 


Mongolei 


UA 


Ukraine 


BR 


Brasilien 


IL 


Israel 


MR 


Mauretanien 


UG 


Uganda 


BY 


Belarus 


IS 


Island 


MW 


Malawi 


US 


Vereinigte Staaten von 


CA 


Kanada 


IT 


Italien 


MX 


Mexiko 




Amcrika . 


CF 


2^mralafnkaiiische Republik 


JP 


Japan 


NE 


Niger 


UZ 


Usbekistan 


CG 


Kongo 


KE 


Kenia 


NL 


Niederlande 


VN 


Vietnam 


CII 


Schweiz 


KG 


Kirgisistan 


NO 


Norwegen 


YU 


Jugoslawien 


CI 


Cdle d'lvoire 


KP 


Demokratische Volksrcpublik 


NZ 


Neusceland 


ZW 


Zimbabwe 


CM 


Kamenin 




Korea 


PL 


Polen 






CN 


China 


KR 


Republik Korea 


PT 


Portugal 






cu 


Kuba 


KZ 


Kasaclistan 


RO 


Rum&tiien 






cz 


Tschechischc Republik 


LC 


St. Lucia 


RU 


Russische Federation 






DE 


Deutschland 


LI 


Liechtenstein 


SD 


Sudan 






DK 


D&nemark 


LK 


Sri Laiika 


SE 


Schweden 






EE 


Esttand 


LR 


Liberia 


SG 


. Singapur 







BNSDOCID: <WO 0047222A2 I > 



wo 00/4722: 




PCT/ATOO/00023 



Inaktivierte Inf luenza-Virus-Vakzine zur 
nasalen oder oralen Applikation 

Die Erfindung betrifft eine Vakzin-Zusammensetzung, enthaltend 
mindestens ein inaktiviertes Inf luenzavirus-Antigen und Alumi- 
nium als Adjuvans zur nasalen oder oralen Anwendung fiir die Pro- 
phylaxe von Inf luenzavirus-Inf ektionen. 

Inf luenza-Virusinf ektionen stellen ein immer grofieres gesund- 
heitliches Risiko, insbesondere bei alteren Menschen und bei 
Personen mit chronischen Krankheiten, dar, da die Infektion bei 
diesen Personengruppen oftmals zu einer erhohten Mortalitatsrate 
f uhrt . Seit der Einfiihrung einer inaktivierten Inf luenza-Vak- 
zine, enthaltend inaktiviertes Virusmaterial aus infizierten be- 
briiteten Eiern, in den 40er Jahren ist das Risiko und der Ver- 
lauf der Infektion, sowie die Mortalitatsrate bei alteren Men- 
schen gesunken. 

Bisherige inaktivierte Inf luenzavirus-Vakzine aus Eiern sind zur 
parenteralen Verabreichung am Menschen lizensiert und induzieren 
anti-HA-IgG-Antikorper im Serum. Die Kreuz-Protektion gegen he- 
terologe Inf luenzaviren ist bei einer natiirlichen Infektion je- 
doch in erster Linie auf die Kreuzreaktivitat von IgA-Antikor- 
pern zuriickzuf lihren (Liew et al . , 1984, Eur. J. Immunol. 14: 
3 50-356) . Es wurde daher bei der Entwicklung von neuen Immuni- 
sierungsverf ahren gegen Inf luenzavirus- Inf ektionen versucht, die 
Produktion der mukosalen IgA-Immunantwort zu stimulieren. 

Dazu wurde eine Reihe von Entwicklungen zur intranasalen oder 
oralen Verabreichung von Inf luenzavirus -Vakzinen entwickelt. So 
fiihrt etwa die Verabreichung einer inaktivierten Virus-Vakzine 

(Waldman et al., 1968, Nature 218:594-595), einer inaktivierten 
Vakzine kombiniert mit Carboxyvinylpolymer (Oka et al., 1990, 
Vaccine 8:573-576) oder mit Pertussis-Toxin B Oligomer (Oka et 
al., 1994, Vaccine 12:1255-1258), einer Split-Virus-Vakzine mit 
Cholera -Toxin, E. coli hitze-labilem Enterotoxin oder Liposomen 

(Tamura et al . , 1992, J. Immunol. 149:981-988, Komasse et al . , 
1998, Vaccine 16:248-254, de Haan, 1995, Vaccine 13:155-162), 
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einer Emulsion- inaktivierten Vakzine (Avtushenko et al . , 1996, 
J. Biotechnol. 44: 21-28) oder einer Kalte-adaptierten lebend- 
attenuierten Influenzavirus -Vakzine (Belshe et al . , 1998, N. 
Engl. J. Med. 338:1405-1412) nicht nur zur Induktion von HAI- 
IgG-Antikorpern im Serum sondern auch von sekretorischen IgA- 
Antikorpern der mukosalen Membran. 

Inaktivierte Viren als oral oder nasal applizierte Vakzine miis- 
sen jedoch in hohen Konzentrationen gegeben werden, urn zu einem 
signif ikanten Antikorperanstieg zu fiihren. Die Verabreichung von 
inaktiviertem Inf luenzavirus oder Antigen in nebenwirkungsf reien 
und kommerziell verniinftigen Dosen fiihrt bei nasaler oder oraler 
Verabreichung daher ohne die Zugabe eines Adjuvans nicht zu ei- 
ner bef riedigenden Immunantwort (Chen et al . , 1989, Current 
Topics in Microbiology and Immunology : 146 : 101-106 , Couch et 
al., 1997, J. Infect. Dis. 176:38-44). So ist etwa fur die opti- 
male Induktion der Immunantwort bei oraler Verabreichung einer 
Emulsion- inaktivierten Vakzine ein Antigengehalt zwischen 66 /xg 
Antigen/Dosis und 384 fig Antigen/Dosis erforderlich (Avtushenko 
et al., 1996, J. Biotechnol. 44: 21-28). Diese Dosis liegt damit 
weit liber der einer inaktivierten Vakzine fur die parenterale 
Verabreichung, die bei etwa 15 /xg Antigen/Dosis liegt. 

Obwohl Cholera-Toxin, E. coli hitzelabiles Toxin und Pertussis- 
Toxin einen effektiven adjuvant ierenden Effekt bei einer oralen 
Oder nasalen Verabreichung von Influenza-Antigen aufweisen, wer- 
den sie aufgrund der toxischen Nebenwirkungen nicht fur die hu- 
mane Verwendung eingesetzt. Das einzige bisher zur Anwendung 
beim Menschen zugelassene Adjuvans ist Aluminium. 

Eine in klinischen Studien befindliche Kalte-adaptierte , lebend- 
attenuierte Inf luenzavirus-Vakzine fur die nasale Verabreichung 
basiert auf Virus -Ant igenen, von denen jahrlich mittels geneti- 
scher Methoden Reassortanten hergestellt werden mussen, wobei 
die Gene fur die Hemagglutinin- und Neuramidase-Antigene des 
entsprechenden Influenza A- bzw. B-Stammes auf einen attenuier- 
ten, kalte-adaptierten Mastervirusstamm ubertragen werden. Diese 
Methode ist sehr zeitauf wendig und arbeitsintensiv . Zudem be- 
steht die Gefahr, dalS durch Reversion das attenuierte Virus zu 
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einem virulenten Virus ruckmutiert und damit eine Viramie auslo- 
sen kann. Bei Immunisierung mit Lebend-Viren erfolgt zudem eine 
weitere Ausbreitung im Korper des Geimpften. Auch ist bei Ver- 
wendung von kalte-adaptierten Viren immer die Notwendigkeit ge- 
geben, die Virusvakzine unterhalb des Gef rierpunktes, moglichst 
bei -20^C auf zubewahren, was das unbedingte Einhalten der Kiihl- 
kette erforderlich macht, damit eine ausreichende Haltbarkeit 
fur den Impfstoff gewahrleistet ist. 

Die Herstellung der Virus -Reassortanten und die Vermehrung der 
Impf viren erfolgt in Eiern, wodurch das Risiko besteht, dafi in 
Eiern moglicherweise vorhandene verunreinigende , infektiose 
Agenzien ubertragen werden. Die Reinigung von Lebend-Viren ist 
ebenfalls nicht unproblematisch, da sie infektioses Material 
darstellen und damit ein hoher Sicherheitsstandard eingehalten 
werden muS. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, eine Influenza- 
virus-Vakzinzusammensetzung bereitzustellen, die die oben be- 
schriebenen Nachteile nicht aufweist und die effektiv eine IgA- 
und IgG-Immunantwort bei Saugern induziert . 

Die Aufgabe wird erf indungsgemaE gelost durch die Verwendung ei- 
ner Vakzin-Zusammensetzung, enthaltend mindestens ein inakti- 
viertes Inf luenzavirus oder Influenzavirus -Antigen und Aluminium 
als Adjuvans zur nasalen oder oralen Verabreichung . Die be~ 
schriebene Zusammensetzung eignet sich insbesondere als Vakzine 
zur Prophylaxe gegen Inf luenzavirus -Inf ektionen. 

Es hat sich ira Rahmen der vorliegenden Erfindung gezeigt, daS 
eine inaktivierte Inf luenzavirus -Vakzine enthaltend Aluminium 
als Adjuvans, die nasal oder oral verabreicht wird, eine effek- 
tive IgG- sowie IgA-Immunantwort bei Saugern auslost . Dies war 
insbesondere deshalb liberraschend, da bei bisherigen Ansatzen 
zur Entwicklung von effektiven Inf luenzavirus -Vakzine gefunden 
wurde, dafi der adjuvant ierende Effekt von Aluminium zur Erhohung 
der Immunogenitat des Antigens sogar bei einem parenteral verab- 
reichtem Impfstoff sehr gering ist (Davenport et al . , 1968, J. 
Immunol. 100:1139-1140) . 
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Es wurde ferner gefunden, daS bei der erf indungsgemaSen nasalen 
Oder oralen Verwendung der Vakzin-Zusammensetzung ein wesentlich 
hoherer IgG- und IgA-Titer sowie ein hoherer HAI -Titer in Sau- 
gern erreicht wird als bei bisher bekannten Impf stof f -Formulie- 
rungen, die entweder nur inaktivierte Inf luenzaviren, inakti- 
vierte Viren mit Cholera-Toxin oder Lebendviren enthalten (Ta- 
belle 1) . 

Die erf indungsgemaSe Verwendung ist daher insbesondere zur In- 
duktion einer protektiven mukosalen IgA- und einer systemischen 
IgG-Immunantwort geeignet. 

Da Aluminium das einzige fiir die Anwendung am Menschen zugelas- 
sene Adjuvans ist, hat die erf indungsgemafie Verwendung der Impf- 
stof f -Kombination von inaktiviertem Inf luenzavirus und Aluminium 
den groBen Vorteil, daS sie unproblematisch fiir die direkte Ver- 
wendung beim Menschen ist. Der besondere Vorteil der erfindungs- 
gemaSen Verwendung liegt daher neben der erhohten Immunreaktivi- 
tat der Vakzinzusammensetzung bei nasaler oder oraler Verabrei- 
chung auch darin, daS durch Verwendung eines Adjuvans, das uber 
lange Jahre erprobt ist und seine Anwendung am Menschen zugelas- 
sen ist, die Vakzine vollstandig nebenwirkungsf rei ist. 

Fur die erf indungsgemaSe Verwendung kann die Zusammensetzung 
Aluminium vorzugsweise in Form von Aluminiumhydroxid (Al(OH)3) 
Oder Aluminiumphosphat (AlPO^) enthalten. Die Konzentration des 
Aluminiums ist dabei in der Vakzine vorzugsweise in einer End- 
konzentration von 0,05% bis 0,5%. 

Die Inf luenzavirus -Ant igenmenge in der Vakzine ist dabei die fiir 
eine Impf stof f dosis ubliche Antigenmenge . Vorzugsweise liegt die 
Ant igenmenge, die in einer Impf dosis enthalten ist, zwischen 
1,5 jLtg Antigen/Dosis bis 50 /xg Antigen/Dosis beim Menschen. 

Das Inf luenzavirus-Antigen kann aus infizierten Eiern uber kon- 
ventionelle Methoden hergestellt und gereinigt werden. 

Vorzugsweise wird das Virusantigen jedoch gewonnen aus einer in- 
fizierten Zellkultur, wie beispielsweise in WO 96/15231 be- 
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schrieben. Besonders bevorzugt wird fur die erf indungsgemafie 
Verwendung zur Herstellung einer Inf luenzavirus-Vakzine ein In- 
f luenzavirus-Antigen, das aus einer in serum- und proteinf reiem 
Medium geziichteten VERO-Zellkultur , infiziert mit Influenzavi- 
rus, gewonnen wird. Das aus der infizierten Zellkultur erhaltene 
Virusantigen wird zuerst mit Formalin inaktiviert und kann dann 
anschliefiend mittels kontinuierlicher Dichtezentrif ugation im 
Gradienten, DNAse-Behandlung und Dia-und Sterilf iltration als 
gereinigte, konzentrierte Virusantigen- Praparat ion gewonnen wer- 
den. Diese konzentrierte Praparat ion kann dann zusammen mit Alu- 
minium als Adjuvans fiir die erf indungsgemafie Verwendung zur Her- 
stellung einer nasal und oral verabreichbaren Vakzine eingesetzt 
we r den. 

Ein besonderer Vorteil bei der Herstellung der Vakzine ist, daS 
das Virusmaterial vor der Reinigung inaktiviert wird, wodurch im 
Vergleich zur Reinigung von attenuierten Lebendviren eine we- 
sentlich hohere Reinheit der Antigenpraparation erreicht wird". 

Ein besonderer Vorteil bei Verwendung von Inf luenzavirus-Anti- 
gen, gewonnen aus einer serum- und proteinf reien Zellkultur, in- 
fiziert mit Inf luenzavirus , ist die Abwesenheit von Ei-spezifi- 
schen Proteinen, die moglicherweise eine allergische Reaktion 
gegen diese Proteine auslosen konnen. Daher ist die erf indungs- 
gemafie Verwendung fur die Prophylaxe von Inf luenzavirus- Inf ek- 
tionen, insbesondere bei Personengruppen die zu einer Hochri- 
siko-Gruppe gehoren, wie etwa Asthmatiker, Allergiker, aber auch 
Menschen mit Immunsuppression und bei alteren Menschen, geeig- 
net . 

Die Applikation der Vakzine kann dabei auf verschiedenen Wegen 
erf olgen . 

GemaS einer Ausf lihrungsf orm der Erfindung erfolgt die Verabrei- 
chung iiber den mukosalen Weg intranasal. Die intranasale Verab- 
reichung der Vakzinzusammensetzung kann dabei beispielsweise in 
flussiger Form als Nasentropf en , Spray oder fur die Inhalation 
geeignet, als Pulver, als Creme oder als Emulsionen formuliert 
sein. 
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Die Zusammensetzung kann verschiedene Zusatze wie beispielsweise 
Stabilisatoren, Puffer oder praservierende Mittel enthalten, 

Vorzugsweise ist fiir die einfache Applikation die Vakzinzusam- 
mensetzung in einem entsprechenden Behaltnis fur die Verteilung 
des Antigens in Form von Nasentropfen oder eines Aerosols ent- 
halten. 

GemaS einer weiteren Ausfxihrungsf orm der Erf indung erfolgt die 
Verabreichung oral, wobei die Vakzine beispielsweise in Form ei- 
ner Tablette, oder eingehiillt in eine Gelatinekapsel oder einer 
Mikrokapsel, vorliegen kann, wodurch die orale Applikation ver- 
einfacht wird. Die Herstellung dieser Applikationsf ormen liegt 
im allgemeinen Wissen eines Fachmannes. 

Die Erf indung wird anhand der nachf olgenden Beispiele naher er- 
lautert, wobei sie nicht auf die Beispiele beschrankt ist. 

Belspiel 1: 

Hexrstellen einer Xnf luenzavlrus-XxiKpf sto££praparat:ion 

Inf luenzavirus wurde aus proteinf reier Vero-Zellkultur , infi- 
ziert mit Influenza A- oder B-Virusstamm, gemaS WO 96/15231 oder 
nach konventionellen Methoden aus Allantoisf lussigkeit von infi- 
zierten bebriiteten Hiihnereiern gewonnen. 

Zur Herstellung einer inaktivierten Inf luenzavirus -Praparat ion 
aus Zellkultur wurde der Uberstand einer infizierten Vero-Zell- 
kultur mit Formalin (Endkonzentration 0,025%) versetzt und die 
Viren bei 32*^C fur 24 Stunden inaktiviert* Dieses Material wurde 
durch zonale Zentrif ugation in einem kontinuier lichen 0-50% 
Saccharose -Gradienten, DNAse-Behandlung, Diaf iltration und 
Sterilf iltration gereinigt. Das gereinigte Material wurde bei 
-70°C gelagert. Das Endprodukt wurde auf Restkontaminationen ge- 
testet und pro Dosis wurden f olgende Kriterien f estgelegt : 

Hamagglutiningehalt : > 15 ^xg HA pro Stamm 

Proteingehalt : < 250 /xg 

Saccharosegehalt : < 200 mg 
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Formal ingehalt : 
Benzonasegehalt : 
Rest-DNA (VERO) : 
Endotoxingehalt : 
Pyrogen : 



^ 5 /ig 

< 5 ng 

< 100. pg 

< 100 EU 



f rei 



Beispiel 2 : 

Xntranasale Xzmnunislerting von Mausen mit verschiedenen Influen- 
zavirus-Praparationen 

Die Antigen-Praparationen aus Beispiel 1 warden in PBS bis zu 
einem HA-Antigengehalt von 15 /ig/ml verdiinnt und gegebenenf alls 
mit Al{OH)3 bis zu einer Endkonzentration von 0>2% bzw. mit Cho- 
lera-Toxin adjuvantiert . Zur Herstellung einer Praparation zur 
intranasalen Immunisierung von Mausen wurde die Losung auf die 
entsprechende Antigenmenge mit PBS, gegebenenf alls enthaltend 
Al(OH)3 Oder Choleratoxin, verdiinnt. 

iJe 4 Balb/c-Mause wurden mit verschiedenen Inf luenzavirus-Prapa- 
rationen intranasal immunisiert, wobei jeweils 50 //I einer L6- 
sung, enthaltend Inf luenzavirus- Antigen und gegebenenf alls ein 
Adjuvans den Mausen in die Nasenhohlen getropft wurden. Die 1. 
Immunisierung erfolgte dabei am Tag 0, die 2. am Tag 7 und die 
3. am Tag 14. Am Tag 28 wurden der IgG- , IgA- und HAI-Titer aus 
Serum, Speichel und Lungenspiilung bestimmt. 

Tabelle 1 zeigt dabei das Schema der intranasalen Immunisierung 
der einzelnen Mausegruppen rait unterschiedlichen Inf luenzavirus- 
Praparat ionen • 
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Tabelle 1 

Impfschema der intranasalen Imraunisierung von Mausen 



Gruppe Balb/c- 
Mause 


Antigen 


Dosis 


Route 










1 . Gruppe 


inaktivierte 
Ganzviren aus 
VERO-Zellen 


1 Mg HA 


50 ptl/i.n. 


2 . Gruppe 


inaktivierte 
Ganzviren aus 
infizierten Eiern 


1 /xg HA 


50 /xl/i.n. 










3 . Gruppe 


Lebendviren 
aus VERO-Zellen 


5 X 10 EID50 


50 pil/i.n. 


4 . Gruppe 


Lebendviren aus 
xnn xz xeiL uen xtixejrn 


0 J^. XU CiXU^Q 


111 / i n 










5 . Gruppe 


VERO - Mock - P r a - 
paration 


5% von 1 fig 


50 /xl/i.n. 


6 . Gruppe 


Eier-Mock- 
Praparation 


5% von 1 /xg 


50 /xl/i.n. 



Belspiel 3: 

Bestiznmiong des XgA-Titers im Speicbel, Lungenlysat und Serum, 
des IgG- Titers und des HAI- Titers im Serum 

Am Tag 28 nach Immunisierung wurden den Tieren aus Speichel, 
Lungen und Serum Proben entnommen und der Ant ikorper- Titer in 
den einzelnen Proben bestimmt. 
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Speichelproben wurde durch Injektion von 0,5 ml PBS in der Maus- 
Mundhohle gesammelt und auf Anwesenheit von IgA-Antikorper gete- 
stet . 

Zur Herstellung von Lungenlysatproben wurden die Mause getotet, 
die Brust geoffnet, die Lungen entnomnien und mit PBS gespiilt . 
AnschlieSend wurden die Lungen zerkleinert und das Homogenat 
zentrif ugiert , um Zellgewebe zu entfernen. Der Uberstand wurde 
gesammelt und bis zur Austestung auf IgA-Antikorper bei -20®C 
auf bewahrt . 

Der IgG- und IgA-Antikorpertiter wurde mittels eines kommerziel- 
len Inf luenzavirus-Typ A und B ELISA-Test (Genzyme Virotech) be- 
st immt . Nach 2-stundiger Inkubation bei 37°C wurden die spezifi- 
schen IgG- und IgA-Antikorper mit konjugiertem Ziegen-anti-Maus- 
IgG Oder -IgA (Pharmigen) und chromogenem Substrat, enthaltend 
H2O2 und O-Phenyldiamin, detektiert. 

Zur Bestimmung des HAI -Titers wurde den Mausen Blut entnommen 
und das erhaltene Serum im Influenza A- bzw. B- Hamagglutinati- 
onstest (HAI-Titer) nach der Methode von Palmer et al. (1975, 
Advanced laboratory technicals for immunological diagnostic, 
U.S. Dept. Health. Ed. Welfare. P.H.S. Atlanta, Immunology Ser. 
No. 6, Procedural guide, part 2, haemagglutination - inhibition 
test, S. 25-62) getestet. 

Tabelle 2 zeigt eine Zusammenf assung der Bestimmung des IgA-An- 
tikorpertiters im Speichel, Lungenlysat und Serum und des IgG- 
Antikorpert iters sowie HAI -Titers im Serum. Die Daten zeigen 
eindeutig, dafi durch eine inaktivierte Ganzvirus-Vakzine ohne 
Adjuvans weder die IgA- noch IgG-Immunantwort stimuliert wird. 
Hingegen erfolgt bei der Immunisierung mit Lebendvirus oder in- 
aktiviertem Ganzvirus adjuvantiert mit Cholera-Toxin sowohl ein 
Anstieg des IgA, - IgG- und HAI -Titers in den Mausen, ebenso wie 
nach Immunisierung mit inaktiviertem Ganzvirus adjuvantiert mit 
Aluminium, wobei bei letzterem Impfstoff die IgG-Immunantwort im 
Serum sogar am hochsten von alien getesteten Praparationen war. 
Bei der inaktivierten Vakzine mit Aluminium wurde ebenfalls der 
hochste HAI -Titer gemessen. 
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Die Ergebnisse zeigen, daS die intranasale Immunisierung mit in- 
aktivierter Inf luenzavirus-Vakzine adjuvantiert mit Aluminium im 
Vergleich zu bisher bekannten Inf luenzavirus-Impf s toff prapara- 
tionen eine leicht erhohte IgA-Immunreaktion, und eine wesent- 
lich hohere IgG- Immunantwort in Saugern induziert, ohne die 
Nachteile eines Lebendvirus-Impf stof f es bzw. eines Impfstoffes 
adjuvantiert mit einem nicht fur die Anwendung beim Menschen zu- 
gelassenen Adjuvans, wie Cholera -Toxin, aufzuweisen. 

Beispiel 4: 

Lagerstabilitat der Vakzizizusammensetzxing bei verscbiedenen Tem- 
peraturen 

Fur Stabilitatsuntersuchungen wurden die monovalent en Bulks (MB) 
der Inf luenzavirus Impfstamme Johannesburg 82, Nanchang und 
B/Harbin 12 Monate bei +4®C, -20<>C und -80*^C gelagert. Nach 6 
und 12 Monaten wurde der spezif ische Hamagglutinat ions test (HA) - 
Gehalt der MB's Johannesburg 82 (MB/J/0197) , Nanchang 
(MB/N/0197) und B/Harbin (MB/H/0397) ohne Pluronic sowie 
Johannesburg 82 (MB/J/0297/P) , Nanchang (MB/N/0297P) und 
B/Harbin (MB/H/0497P) mit Pluronic mittels SRD (Single radial 
immunodiffusion) -Assay nach Wood et al . , 1977, J. Biol. Standard 
5: 237-247 bestimmt und die Abweichung vom Ausgangswert in Pro- 
zent berechnet . 

Die trivalenten Bulks (TVB) 410197 (ohne Pluronic) und 4102997P 
(mit Pluronic) wurden ebenfalls 12 Monate bei +4*^C gelagert und 
anschlieSend im SRD ausgetestet. Daruberhinaus wurden noch die 
Riickhalte -Muster dieser MB's und TVB's, die fur Sterilitatsun- 
tersuchungen bei Raumtemperatur gelagert wurden, nach 12 Monaten 
im SRD analysiert. 

Die Ergebnisse der MB's sind in Tabelle 3 und die Ergebnisse der 
TVB's in Tabelle 4 dargestellt: 

Die Lagerung der MB's bei +4^C und ~80®C fur 1 Jahr zeigt so gut 
wie keine Abnahme des spezifischen HA-Gehalts gegeniiber dem Aus- 
gangswert im Falle von Johannesburg 82 und Nanchang. Die 
B/Harbin- Praparationen scheinen weniger stabil zu sein, sie fal- 



BNSDOCID: <WO_0047222A2_I_> 



V 




wo 00/4722: 



PCT/ATOO/00023 



- 11 - 



len um ca. 25% (ohne Pluronic) und ca. 40% (mit Pluronic) ab. 
Die Lagerung bei -20°C scheint einen signif ikanten Einf luS auf 
die Stabilitat zu haben, bei Johannesburg 82 fallen die Werte um 
27% (ohne Pluronic) bzw. 11% (mit Pluronic) , bei Nanchang. um 9% 
(ohne Pluronic) bzw. 19% (mit Pluronic) und bei B/Harbin um 34% 
(ohne Pluronic) . bzw. 47% (mit Pluronic). Die Ergebnisse der La- 
gerung bei Raumtemperatur zeigen eine erstaunliche Stabilitat 
der Preparation. Bei Johannesburg 82 sind noch etwa 80% des ur- 
sprunglichen HA-Gehalts nachweisbar, bei Nanchang ca . 65% und 
bei B/Harbin ca. 4 5%. Die Lagerung der TVB's bei +4°C uber 1 
Jahr zeigt erneut keine signif ikanten Unterschiede im HA~Gehalt. 
Die Stabilitat der TVB's bei Raumtemperatur fiir 1 Jahr unter- 
scheidet sich bei den 3 Stammen: bei Johannesburg 82 gibt es 
keine signif ikanten Unterschiede im HA-Gehalt, bei Nanchang 
nimmt er leicht ab (ca. 10%) und bei B/Harbin sinkt er um etwa 
ein Drittel. 

Die Praparationen sind insgesamt sehr stabil, sogar bei einer 
Lagerung bei Raumtemperatur und es gibt keine signif ikanten Un- 
terschiede zwischen den Praparationen mit und ohne Pluronic. 
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Patentanspriiche 



1. Verwendung einer Zusammensetzung enthaltend inaktiviertes 
Inf luenzavirus und Aluminium als Adjuvans zur Herstellung einer 
Inf luenzavirus-Vakzine zur nasalen oder oralen Verabreichung . 

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daS die 
Vakzine zur Prophylaxe von Inf luenzavirus -Inf ektionen geeignet 
ist . 

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2 , dadurch gekennzeichnet , 
daB das Inf luenzavirus aus einer infizierten Zellkultur gewonnen 
wird, 

4. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet , daS das inaktivierte Antigen ein hochgereinigtes 
Antigen ist. 

5. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet , daS die Inf luenzavirus-Vakzine einen Virusantigen- 
gehalt zwischen 1,5 fig Antigen/Dosis und 50 ptg Antigen/Dosis 
auf weist . 

6. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch ge- 
kennzeichnet , daS die Vakzine fur die Applikation in Form von 
Tropfen, eines Sprays oder fur die Inhalation geeignet, vor- 
liegt, 

7. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch ge- 
kennzeichnet , daS die Vakzine fiir die Applikation in Form von 
Tabletten, Gelatinekapseln oder Mikrokapseln vorliegt* 

8. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet , dafi die Vakzine fur die Applikation in Form einer 
Creme oder Emulsion vorliegt. 
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